












































































































































































































































Figure 12  Comparison of HSQC spectra of Tim44N in the free formand complex 
form  


















Yeast mitochondria  contain  about  800~1000  kinds  of  proteins,  but  only  a 
small fractions of them are made in situ. The rest (about 99%) are encoded by 
the genome  in the nucleus, synthesized  in the cytosolic ribosomes.[1] These 
mitochondrial  proteins  are  then  recognized  by  the  receptors  on  the  outer 
membrane of mitochondria, and delivered into one of the four mitochondrial 
compartments:  outer membrane,  inner membrane,  inter membrane  space 
and the matrix. These four protein translocation pathways leading to different 
destinations  are  accomplished  by  the  coordinated  actions  of  several 
machineries  located  in  both  outer  and  inner  mitochondrial  membranes 
(Figure  1).  The  TOM  (translocase  of  the  outer membrane)  complex  is  the 
major gateway  for protein  import.  It recognizes the precursor mitochondrial 
proteins  by  their  signal  sequences  and  then  collaborates  with  other 
mitochondrial  translocases  (SAM  (sorting  and  assembly  machinery),  MIA 
(mitochondrial  intermembrane  space  import  and  assembly),  TIM22  (carrier 
translocase  of  the  inner  mitochondrial  membrane),  TIM23  (presequence 
translocase  of  the  inner  mitochondrial  membrane),  OXA  (insert/export 






















































































































































































































































(IA,  IIA,  IB,  IIB),  and  a nucleotide binding  site  is  embedded  in  a  deep  cleft 
formed by these sub‐domains.  [7] The PBD contains a core BETA sub‐domain 




conformation with high on  and off  substrate binding  rates.  In  contrast,  the 
ADP state of NBD corresponds to a close state of PBD with high affinity to the 
substrate and  low on and off  rates.  It  is assumed  that  the Ssc1 binds  to  its 
substrate  loosely  in  the ATP  state and  trap  it  in  the PBD upon hydrolysis of 
ATP to ADP. Structural analysis showed that the exchange of ATP to ADP cause 
a  significant  rotation  of  NBD  sub‐domains,  which  leads  to  a  change  of 
substrate  accessibility  at  PBD.  [8]  The  comparison  of  different  Hsp70 
structures  indicates  a  change  of  domain  position  from  a  tightly‐docked 

















































































































































The  overall  binding  affinity  of  Ssc1  with  Tim44  is  affected  by  both  the 
nucleotide binding state of the NBD and the substrate binding state of PBD. 
Tim44 can form stable complex with both ADP and ATP‐bound Ssc1 in the apo 
form  of  PBD  (without  substrate),  but  has  higher  affinity  to  the  ATP‐bound 
form.  So  Tim44  tends  to  recruit  ATP‐bound  Ssc1,  which  can  grasp  the 
incoming preprotein  into  its PBD with high on and off rates to the outlet of 
TIM23 channel. The  substrate binding  form of Ssc1 quickly dissociates  from 
Tim44, and then the hydrolysis of ATP to ADP in the NBD further stabilizes the 
substrate‐PBD binding. Once the substrate  is released from the Ssc1 PBD, an 
Hsp70  nucleotide  exchange  factor  (Mge1)  replaces  the  ADP  with  ATP, 
enabling  the  regenerated ATP‐bound Ssc1  to bind  to another Tim44 and  to 
start  a  new  round  of  substrate  binding.  This model  of  regulated  cycling  of 
Ssc1  favors  the  “Brownian  ratchet  mechanism”,  which  suggests  that  the 
sequential binding of Ssc1 traps preprotein when it passes through the TIM23 




According  to  the  previous  studies  found  in  the  literature,  the  following 
research findings provide hints to the investigation of the structure of Tim44‐





Tim44  can  co‐immunoprecipitate  with  individual  NBD  and  PBD  of 
Ssc1.[16]  In  contrast,  only  the N‐terminal  segment  of  Tim44  can  form 
stable  complex with  the  full  length  Ssc1. The  interaction between Ssc1 
and the well‐folded C‐terminal domain of Tim44 is very weak. [14] 
(2) Mutations of Ssc1 and Tim44 which weaken their interaction 
Co‐immunoprecipitation  studies  showed Ssc1‐2  (P442S mutant of Ssc1) 
has  decreased  interaction with  Tim44,  but  a  second mutation  of  Ssc1 
(D519E or V524I) can restore the reduced  interaction to a normal  level. 















and  substitutions  of  174AAAA  (F174A,  I175A,  T176A,  and  K177A)  or 
154AAAA  (K154A,  I155A,  Y156A,  and  K157A),  significantly  prevent  the 




In  addition,  the  same  defect  in  complex  dissociation  upon  substrate 







PBD. When  Ssc1  is  in  the  ATP  state without  the  presequence  (substrate), 
Tim44  can  interact with both NBD  and PBD,  and  form  stable  complex with 
Ssc1.  The  binding  of  the  substrate  to  PBD  causes  the  relative movement 
between NBD and PBD and results in overall structural changes to a particular 
conformation  in which Tim44 cannot reach to  its both binding sites on NBD 
and  PBD.  Therefore,  the  complex  is  disrupted,  and  Ssc1  is  released  from 
Tim44.  In  intact  Ssc1,  the  α  helical  LID  sub‐domain  adopt  different 
 
9 
orientations  in  apo‐form(open)  and  substrate  binding‐form(closed),  it may 
play  a  decisive  role  in  breaking  the  Ssc1‐Tim44  complex  structure.  It  is 





Hsp70s)  contain  a  LID  sub‐domain  in  their  C‐terminal  substrate‐binding 
domain  indicates  it may play an  important role  in the substrate binding [19, 
20].  Suggested  by  the  name,  this  sub‐domain  forms  a  lid  over  the  binding 
pocket  in the all protein. The 3D structure of the LID sub‐domain alone was 
solved  by  crystallography  [21,  22]  and  NMR  [23].  Generally  speaking,  it 
adopts  a  helical‐bundle  structure  which  contains  three  or  four  helixes. 
Compared  to  the  N‐terminal  domain  (NBD)  and  BETA  sub‐domain  in  heat 
shock  proteins,  the  LID  sub‐domain  is  less well  conserved.  So  far,  the  3D 
structure  of  the  LID  sub‐domain  are  available  for  E.  coli  homologues DnaK 
[24]  and  [23]  and  HscA  [25],  and  rat  Hsc70  [22].  Despite  structural 
conservation of  the NBD and BETA  sub‐domain,  the  LID helical  subdomains 
were observed  to  adopt  alternative  conformations.  For example, DnaK  and 
HscA  formed  three‐helix  bundles whilst  rat Hsc70  formed  a  dimeric  helix–
loop–helix. More structures for LID sub‐domain are needed to provide more 
structural  insights.  From  the  sequence  alignment  analysis,  we  know  the 
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and  the N‐terminal domains of  Tim44  (Tim44N). As  the  first  step,  I  aim  to 
characterize  interactions  of  Tm44N  and  different  domains  of  Ssc1  in  this 
thesis. In addition, I also aim to solve the three‐dimensional structure of the 























expression. The harvested  cells were  resuspended  in 8M urea  solution  and 
disrupted  by  sonication.  The  extracts were  centrifugated  at  14,000rpm  for 
30min at 4 degree. The clear  lysate was applied  to affinity chromatography 
using Ni‐NTA agarose. His‐tagged Tim44N was eluted out by 8M urea solution 










The  genes  encoding  Ssc1  NBD  (24‐411),  PBD  (412‐654)  PBD‐YE  (415‐575, 
L564Y and A565E) and its LID sub‐domain (536‐654) were cloned into a pETM 
vector. E. coli BL21 (DE3) cells transformed with the recombinant plasmid was 
grown  at  37  degrees,  induced  by  0.5mM  IPTG  when  OD600  of  culture 
reached  0.6,  and  grown  for  overnight  at  20  degree  to  allow  for  protein 
expression. The harvested cells were resuspended  in Buffer A (1x Phosphate 
buffer  saline  pH  7.4,  0.2mM  PMSF)  and  subjected  to  sonication.  The  clear 
supernatant was  applied  to  affinity  chromatography  using Ni‐NTA  agarose, 
which was subsequently washed by Buffer B (1 x Phosphate buffer saline pH 
7.4, 50mM imidazole), for 4 times. His‐tagged proteins were eluted by Buffer 
B*  (1x  Phosphate  buffer  saline  pH  7.4,  250mM  imidazole)  and  dialyzed 
against Buffer C (1x Phosphate buffer saline pH 7.4). The protein solution was 
concentrated  to  5ml  and  then  loaded  onto  a  Hiload  16/60  Superdex  200 









as  the  “bait”  and was  purified  according  to  the  above  procedure,  and  the 
“prey” PBD and NBD were treated with thrombin to remove their N‐terminal 
his‐tag  before  FPLC  purification.  1mL  of  50μM  Tim44N  in  PBS  buffer  was 
incubated with NBD  or  PBD  in  the  1:1  ratio  for  1h.  Then  the mixture was 
applied  to 0.5mL Ni‐NTA agarose  to  immobilize  the Tim44N and  its binding 






2D  1H‐15N HSQC  comparison was  used  to  confirm  the  interaction  between 
Tim44N and Ssc1 PBD and between Tim44N and LID sub‐domain. 15N‐labled 
protein was  synthesized by bacteria grown  in M9 media with 1g/L  15NH4Cl, 
and then purified according to the same protocol as the unlabled protein. 1H‐
15N HSQC spectrum was obtained from a Brucker 800MHz NMR spectrometer. 









labeled LID sub‐domain sample was prepared  to acquire  the NMR data.  1H, 






The  NOE  cross  peaks  were  unambiguously  assigned  using  the  4D  NOESY 
spectra  based  on  our  method.  The  distance  restraints  were  obtained  by 









NOEs  distance  restraints,  114  hydrogen  bonds,  together with  150  dihedral 
angle  restraints were  used.  The  twenty  lowest  energy  conformations  from 





For  each  circular  dichroism  (CD)  spectrum,  200  μL  protein  samples  at 
concentration 20 μM were added into the 0.1 cm path length cuvette. Protein 
samples  at  pH  from  3  to  10  were  recorded  on  a  Jasco  J‐810 





Tim44N was  expressed  in  supernatant,  but  it  degraded  very  quickly  in  the 
absence of denaturants during the subsequent purification steps. In order to 
obtain  intact  Tim44N,  the  protein  was  purified  with  a  protocol  under 
denaturation and  subsequently  refolded by dissolving  it  in a buffer without 









































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































SSC1        
ENEIEQMVNDAEKFKSQDEARKQAIETANKADQLANDTENSLKEFEGKVDKAEAQKVRD 
DNAK            
NEDEIQKMVRDAEANAEADRKFEELVQTRNQGDHLLHSTR-KQVEEAGDKLPADDKTAIE 
HSP110         
DAKKLNELIEKENEMLAQDKLVAETEDRKNTLEEYIYTLRGKLEEEYAPFASDAEKTKLQ 
 
SSC1            
QITSLKELVARVQ------GGEEVNAEELKTKT-------------EELQTSSMKLFEQL 
DNAK            
SALTALETALKGE----DKAAIEAKMQELAQVS------------QKLMEIAQQQHAQQQ 
HSP110         
GMLNKAEEWLYDEGFDSIKAKYIAKYEELASLGNIIRGRYLAKEEEKKQAIRSKQEASQM 
 
SSC1            
YKNDSNNNNNNNGNNAESGETKQ-------- 
DNAK            
TAGADASANNAKDDDVVDAEFEEVKDKK--- 












The N‐terminal  domain  of  Tim44  adopts  a  disordered  structure, while  the 
nucleotide binding domain  and peptide binding domain of  Ssc1  adopt well 
folded structures. Although the LID sub‐domain of Ssc1 shares low sequence 
identity  with  the  LID  domain  of  E.  coli  HSP70,  their  structures  are  highly 
similar.  Interestingly,  the  disordered  N‐terminal  domain  of  Tim44  interacts 
with both the nucleotide and peptide binding domains of Ssc1. On the other 




basis  of  our  results, we  propose  that  the  overall  conformation  of  the  full‐




According  to  the CD  spectrum of Tim44N,  it  should  contain  residual helical 
structures. Further  triple‐resonance NMR experiments can be performed  to 











binding  regions  should  be  protected  from  exchange.  Comparison  of  the 
exchange rates of the three samples may reveal the binding sites. 
The wild type PBD temps to form oligomers, which may hinder its interaction 
with  Tim44N  and  also  affect  the  determination  of  binding  sites  by  H‐D 
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